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Le champignon Phytophthora fragariae var. rubi est 1'agent etiologique du poumdie des
racines du framboisier. En 1989, cette maladie etait presente dans plus de 50% des
framboiseraies de FEstrie. L'objectifultime de notre recherche est de mettre sur pied une
methode de controle en lutte biologique contre Ie Phytophthora fragariae var. rubi dans les
framboiseraies.
Treize souches d'actinomycetes avaient, dans une etude anterieure, ete selectionnees pour leur
capacite a degrader Ie mycelium du Phytophthora et aussi pour leur capacite a inhiber la
croissance du champignon in vitro.
Ces memes 13 souches d'actinomycetes ont ici ete testees pour verifier leur efficacite a inhiber
la croissance de diverses especes microbiennes. Toutes les especes de Pythium testees ont ete
inhibees dans leur croissance par les 13 souches antagonistes. Pour les autres especes de
champignons testes, les resultats etaient tres variables. Outre les oomycetes, les souches EF25
et N106 n'inhibaient la croissance d'aucune autre espece de champignons. Les souches
d'actinomycetes EF14, EF72 et EF76 ont inhibe la croissance de tous les champignons testes.
Aucune des especes bacteriennes Gram negatifont ete inhibees dans leur croissance par les
actinomycetes antagonistes, mais les souches DVD4, N106, EF14, EF72 et EF76 inhibaient
la croissance d'au moins une espece bacterienne Gram positif.
Nos travaux de recherche ont par la suite ete diriges sur la production d'antibiotique par la
souche EF76. Un antibiotique a ete isole par des extractions au chloroforme du filtrat de
culture de la souche EF76 et purifie par chromatographie sur couche mince. Les spectres
RMN et de masse du produit ont ete determines et ont permis d'identifier 1'antibiotique
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comme etant la geldanamycine. La production de geldanamycine avait ete prealablement
associee a 1'espece Streptomyces hygroscopicus var. geldanus. Le niveau d'homologie
genetique entre la souche EF76 et Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256
a ete determine et etait de 99,9%. De plus, les patrons de digestion des genomes de ces deux
souches ont ete compares et ils presentaient une grande similitude entre eux. Tous ces facteurs
reunis permettaient d'identifier la souche EF76 comme appartenant a 1'espece Streptomyces
hygroscopicus var. geldanus.
Enfin, la souche EF76 ainsi que la souche EF14 ont demontre qu'elles etaient efficaces dans
la lutte contre Ie Phytophthora fragariae var. rubi in planta. L'indice du pourridie a
significativement diminue chez les plants inocules avec les souches EF76 ou EF14 et avec Ie
Phytophthora fragariae var. rubi comparativement aux plants de framboisiers inocules
seulement avec Ie Phytophthorafragariae var. rubi. Finalement, les souches d'actinomycetes
EF76 et EF14 n'ont cause aucun dommage a la plante; les plants de framboisiers inocules
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Le Phytophthora est un champignon de la classe des oomycetes qui est depuis longtemps
connu comme etant phytopathogene (Alexopoulos et Mims, 1979). II fut baptise en 1876 par
Anton de Bary qui lui donna Ie nom de Phytophthora signifiant "Plant destroyer" (Zentmyer,
1987).
Les diverses especes de Phytophthora causent une grande variete de symptomes chez plusieurs
types de plantes. La plupart des especes de Phytophthora causent des symptomes tels que la
fonte des semis, la pourriture des racines (poumdie) et la pourriture des parties aeriennes des
plantes. Certaines especes de Phytophthora sont tres specifiques quant a leur hote, tandis que
d'autres ont un large eventail d'hotes. L'espece la plus connue est sans aucun doute Ie
Phytophthora infestans causant Ie mildiou de la pomme de terre et de la tomate. Parmi les
especes causant des pourritures au niveau des racines, on retrouve Phytophthora cinnamomi,
Phytophthora cryptogea, Phytophthorafragariae et Phytophthora megasperma. Les plantes
les plus susceptible a la pourriture phytophthoreenne des racines sont les arbres firuitiers, les
arbres forestiers, les plantes annuelles et omementales et les fraisiers (Agrios, 1988).
C'est en 1937 que Ie Phytophthora fat identifie comme etant 1'agent responsable du pourridie
des racines de framboisier en Ecosse; 1'espece isolee a ete identifiee comme etant
Phytophthora citricola (Waterson, 1937). L'espece Phytophthora fragariae fut isolee par
McKeen (1958) de racines de ronces-framboises ("loganberry"). II observa la presence d'un
champignon semblable chez les framboisiers mais il ne put 1'obtenir en culture pure. En
Amerique, Ie pourridie des racines du framboisier fut diagnostique pour la premiere fois en
1965 (Converse et Schwartze, 1965). Converse et Schwartze (1968) identifierent
Phytophthora erythroseptica comme etant 1'espece responsable du pourridie des racines de
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framboisier dans 1'etat de Washington aux Etats-Unis. A la fm des annees 1980, la poumture
des racines du framboisier a ete beaucoup plus souvent associee au Phytophthora. Ainsi, Ie
Phytophthora erythroseptica fut isole de plants de framboisiers en Allemagne (Seemiiller et
al., 1986) et Ie Phytophthora fragariae de plants de framboisiers en France (Nourrisseau et
Baudry, 1987). En Grande-Bretagne, Duncan et al. (1987) isolerent, du framboisier, cinq
especes de Phytophthora (Phytophthora syringae, Phytophthora drechsleri, Phytophthora
cactorum, Phytophthora cambivora et Phytophthora megasperma). Parmi ces especes,
Phytophthora megasperma etait 1'espece causant les symptomes les plus graves chez les
framboisiers. En Australie, Washington (1988) identifia Ie Phytophthora cryptogea comme
1' agent responsable du pourridie chez Ie framboisier. Aux Etat-Unis, dans 1'etat de New York,
sept especes de Phytophthora (Phytophthora fragariae, Phytophthora megasperma,
Phytophthora cryptogea, Phytophthora cactorum, Phytophthora citricola et deux autres
especes non identifiees) ftirent isolees par Wilcox en 1989. Les travaux precedemment cites
suggeraient que plusieurs especes de Phytophthora pouvaient etre responsables de la maladie,
mais ceci semble plutot resulter d'une mauvaise interpretation des tests d'identification
taxonomique des organismes du genre Phytophthora. En effet, Duncan et al. (1991)
demontrerent que la majorite des souches isolees dans les etudes precedentes appartenaient a
la meme espece, soit Phytophthorafragariae. Comme 1'apparence des colonies sur agar, la
vitesse de croissance, la morphologie de leurs spares et Ie patron d'electrophorese des
proteines de la plupart des souches etaient semblables, ceci suggerait cette hypothese.
Recemment, des etudes genetiques viennent egalement etayer 1'hypothese que Ie principal
agent du poumdie des racines de framboisier est Ie Phytophthora fragariae (Garand et al.,
1994). Le Phytophthorafragariae est habituellement associe a une maladie du fraisier, la stele
rouge. Les souches qui attaquent Ie fraisier ne peuvent se differencier morphologiquement ou
physiologiquement des souches attaquant Ie framboisier. Cependant, les souches attaquant Ie
fraisier ne sont pas vimlentes sur framboisier et inversement, les souches attaquant Ie
framboisier ne sont pas virulentes sur Ie fraisier. Les souches vimlentes sur fraisier ont sur la
base de leur pouvoir pathogene ete classees sur la base de la sous-especese Phytophthora
fragariae vai.fragariae alors que celles attaquant Ie framboisier ont ete classees dans la sous-
espece Phytophthora fragariae var. rubi.
Au Quebec, c'est en 1989 que Ie pourridie fut detecte pour la premiere fois. En 1991, deja
plus de 50% des framboiseraies de 1'Estrie et de la Beauce etaient atteintes de la maladie
(Breton, 1991). Le Phytophthora fragariae var. rubi cause Ie pourridie des racines du
framboisier lorsque Ie sol est tres humide et que la temperature se situe entre 15 et 23°C.
Chez les plants de framboisiers atteints de pourridie, on observe la mort des radicelles et des
grosses lesions brunes sont presentes chez les plus grosses racines (Thibodeau, 1991). On
observe aussi des necroses et des chloroses marquees sur les feuilles ainsi qu'un fletrissement
general des tiges. Chez les jeunes plants, tout Ie systeme racinaire peut etre atteint, la plante
mourra done rapidement. Chez les framboisiers matures, Ie poumdie des racines entraine une
diminution de la production et de la grosseur des fruits. Les symptomes peuvent varier selon
la souche de Phytophthora infectant 1c plant. Certaines souches considerees comme etant tres
agressives causeront la pourriture des racines sur 46 a 96% des plants inocules et 80% des
plants infectes mourront (Wilcox, 1989).
Le Phytophthora peut survivre pour une periode d'au moins cinq ans dans Ie sol sous forme
d'oospores. Les oospores sont les spores de reproduction sexuee de 1'agent pathogene. Ces
spares de resistance sont formees dans les racines infectees. Elles germent en presence d'eau
et, a des temperatures se situant entre 5 et 15 C, elles forment des sporanges, les organes de
reproduction asexuee (Aber et Drouin, 1993). Les sporanges liberent ensuite des zoospores,
petites spares mobiles, qui se deplacent dans 1'eau vers des racines saines. La production de
zoospores est maximale entre 10 et 20°C. L'eau est essentielle a la dissemination des
zoospores. Les zoospores qui sont entrainees par 1'eau de ruissellement ou de drainage,
peuvent ainsi contaminer rapidement des plants situes a plusieurs centaines de metres du foyer
initial d'infection. Lorsqu'elles rencontrent une racine, les zoospores s'y attachent,
s'enkystent ou germent en mycelium, ce qui cause de nouvelles infections (Fry et al., 1993).
Le mycelium, en croissant a 1'interieur des racines, va provoquer un blocage des vaisseaux
d'ou la poumture des racines et Ie fletrissement des parties aeriennes du framboisier. Au
Quebec, c'est au printemps et a 1'autonme, alors que la temperature et 1'humidite sont ideales,
que Ie Phytophthora fragariae var. rubi cause de nouvelles infections.
Pour reduire les infections de pourridie des racines de framboisier, il faut dans un premier
temps faire de la lutte preventive. II est recommande aux producteurs d'utiliser seulement des
plants certifies, de planter les plants de framboisiers dans un sol naturellement bien draine, de
choisir un terrain ou 1'on n'a pas cultive de framboisier dans les cinq demieres annees, d'eviter
Ie transport de materiel et de machineries agricoles non desinfectes d'un champ contamine
vers un champ non-contamine et d'eviter d'irriguer la culture a partir d'un bassin recevant
1'eau de drainage de champs contamines (Thibodeau, 1991). De plus, la culture des
framboisiers sur butte contribuerait a diminuer significativement 1'indice du pourridie
(Heiberg, 1995), vraisemblablement en favorisant un meilleur ecoulement des eaux.
Presentement, au Canada, un seul produit est homologue pour lutter contre Ie Phytophthora
fragariae var. rubi: Ie metalaxyl (Ridomyl 240EC). Ce produit agit sur Ie Phytophthora en
diminuant Ie taux de germination des sporanges (Bruck et al., 1980). Le metalaxyl est un
produit fongistatique et non un fongicide a Regard du Phytophthora. Le champignon n'est
done pas tue par ce produit, mais sa propagation est ralentie. II faut done repeter les
traitements de metalaxyl regulierement. Cela devient dispendieux pour Ie producteur et nocif
pour 1'environnement. De plus, Futilisation repetee de fongicides ou de produits
fongistatiques peut amener certains effets secondaires comme la selection d'une population
resistante a ces produits. II a d'ailleurs ete demontre que Ie Phytophthora fragariae pouvait
developper une resistance contre Ie metalaxyl (Nickerson, 1990).
Un moyen interessant pour lutter contre un organisme phytopathogene tout en diminuant ou
en evitant 1'utilisation de fongicides ou de produits fongistatiques, c'est la lutte biologique.
La lutte biologique consiste a combattre une maladie causee par un organisme au moyen d'un
autre organisme. Dans ce travail, c'est cette definition que nous utiliserons. Une autre
definition plus large de la lutte biologique est parfois utilisee :
"Toute action mettant en jeu des organismes ou modiflant
1'hote, y compris les methodes culturales, qui permettent de
diminuer, par voie directe ou indirecte, les dommages causes
par un parasite." (Corbaz, 1990).
La lutte biologique connait ces demieres annees un regain de popularite du en partie a un
certain echec de la lutte chimique. Les traitements chimiques tels que les fongicides donnent
de bons resultats a court terme mais a long terme, leur accumulation ou 1'accumulation de
leurs residus dans 1'environnement represente un danger qu'on ne peut plus negliger. Par
centre, la lutte biologique a une efficacite relative et demande plus de connaissances et
d'observations, mais a long terme, elle est beaucoup plus interessante sur Ie plan
environnemental et economique (Corbaz, 1990).
Pour qu'un microorganisme antagoniste soit efficace pour lutter centre un agent pathogene,
il lui faut posseder certains mecanismes d'antagonisme. Les mecanismes les plus etudies sont
1'hyperparasitisme, 1'occupation de la niche ecologique et 1'antibiose.
L'hyperparasitisme implique 1'invasion des cellules de 1'agent pathogene par Ie
microorganisme antagoniste (Corbaz, 1990). L'agent antagoniste utilisera des enzymes
lytiques tels que des glucanases, des chitinases et des lysozymes pour degrader les parois de
1'agent pathogene. Par exemple, il a ete demontre que les hyphes de 1'agent pathogene
Rhizoctonia solani et les spores de 1'agent pathogene Cochliobolus sp. peuvent etre perforees
dans Ie sol par des myxobacteries du genre Polyangium et des amibes vampyrellides ce qui
entraine une diminution de la population des agents pathogenes (Homma, 1984).
En occupant la meme niche ecologique qu'un agent pathogene, un microorganisme peut
competitionner avec 1'agent pathogene au niveau de 1'espace et des nutriments, ce qui peut
diminuer ou meme empecher la croissance de 1'agent pathogene. Par exemple, certaines
bacteries produisant des siderophores ont un avantage ecologique. Les siderophores de ces
microorganismes captent Ie fer, pouvant Ie rendre ainsi non disponible pour 1'agent pathogene
ce qui consequemment limite sa croissance. Ce mecanisme est souvent attribue aux agents
antagonistes de 1'espece Pseudomonasfluorescens (Corbaz, 1990). Des siderophores produits
par une souche de Pseudomonas fluorescens formeraient un complexe avec les metaux du sol
et les rendraient non disponibles pour les autres microorganismes de son environnement dont
Ie Pythium ultimum causant la fonte des semis (Howell et Stipanovic, 1980). Aussi, Ie
microorganisme antagoniste peut consister en une souche avirulente occupant la meme niche
ecologique qu'un agent pathogene. Ces souches avimlentes peuvent liberer des eliciteurs, des
substances mettant en branle les mecanismes de defense de la plante. Celle-ci produira alors
des phytoalexines et des proteines PR qui lui conferent une resistance systemique. Par
exemple, en introduisant au niveau de la rhizosphere de la feve de soya une souche non
compatible de Phytophthora megasperma f. sp. glycinae, la quantite de phytoalexines produite
augmente induisant un accroissement de la resistance de la plante face aux agents pathogenes
(Agrios, 1988).
L'antibiose consiste en la production par 1'agent antagoniste d'antibiotiques efflcaces contre
1'agent pathogene (Corbaz, 1990). Ces antibiotiques vont ralentir ou arreter la croissance de
1' agent pathogene en inhibant divers mecanismes cellulaires tels que la synthese des parois,
de 1'ADN, de 1'ARN ou des proteines. La fonte des semis du coton due a Pythium ultimum
peut etre combattue par un enrobage des semences avec la souche Pf 5 de Pseudomonas
fluorescens. Cette souche produit un antibiotique, la polyuluterine. La fonte des semis est
ainsi reduite de fa9on significative aussi bien par 1'utilisation de ce Pseudomonas comme
agent d'enrobage que par 1'utilisation de 1'antibiotique purifie (Howell et Stipanovic, 1980).
II n'existe presentement aucun moyen de lutte biologique pour contrer Ie pourridie des racines
de framboisier. L'ultime but de notre programme de recherche vise done a etablir un moyen
de lutte biologique contre Ie Phytophthora fragariae var. rubi a 1'aide d'actinomycetes. Les
actinomycetes sont reconnus pour leur production de metabolites secondaires et d'enzymes
extracellulaires, des produits pouvant etre interessants dans les mecanismes d'antibiose et
d'hyperparasitisme (Lahdenpera et al., 1991).
Dans un travail precedent effectue par Diane Valois (1994) de notre laboratoire, 13 souches
d'actinomycetes ont ete selectionnees pour leur production d'enzymes extracellulaires
degradant la paroi de glucanes du Phytophthora ainsi que pour leur production de metabolites
secondaires inhibant la croissance du champignon (Valois et aL, 1996). Onze de ces 13
souches diminuent significativement 1'indice du pourridie des racines lorsqu'inoculees sur de
jeunes plants de framboisiers infectes avec Ie Phytophthora (Valois et al., 1996). Ces essais
ont ete faits dans des sols qui avaient ete sterilises avant 1'ajout des actinomycetes antagonistes
et du Phytophthora. La competitivite des actinomycetes antagonistes envers d'autres
microorganismes du sol n'a done toujours pas ete evaluee.
Une caracterisation des enzymes extracellulaires produits par les 13 souches d'actinomycetes
a deja ete amorcee. La paroi cellulaire du Phytophthora et des oomycetes en general est
composee de glucanes, contrairement aux parois des autres champignons dont la paroi est
constituee principalement de chitine. Plus specifiquement, la paroi cellulaire du Phytophthora
est composee principalement de R-glucanes et ce, presque a toutes les etapes de son cycle vital
(kyste, mycelium, sporange, chlamydospore, gametange et oospore). La seule etape du cycle
vital ou P on ne retrouve pas de R-glucanes dans la paroi du Phytophthora est celle des
zoospores (Bartnicki-Garcia et Wang, 1987). Les P-glucanes representent 80 a 90% du poids
sec de la paroi du mycelium et ils sont constitues de deux fractions : une fraction cellulosique
(chaines de glucoses lies entre eux par des liens P-1,4) et une fraction non-cellulosique qui est
beaucoup plus abondante. Lapartie non-cellulosique comporte des chaines de D-glucoses lies
entre eux par des liens R-1,3 et des chaines laterales de R-1,3 glucanes qui sont attachees a la
chaine principale par des embranchements P-1,6 (Bartnicki-Garcia et Wang, 1987). Les 13
souches d'actinomycetes antagonistes produisent des P-1,3, des P-1,4, et des P-l,6-glucanases
lorsqu'elles croissent sur des milieux contenant respectivement de la laminarine, du cellulose
et du pustulane comme source de carbone. Les glucanases secretees par les actinomycetes
antagonistes peuvent done efficacement degrader les glucanes des parois du mycelium de
Phytophthora. On peut d'ailleurs 1' observer par la production d'une zone d'eclaircissement
autour des colonies d'actinomycetes antagonistes croissant sur un milieu solide contenant du
mycelium fragmente de Phytophthora (Valois et al., 1996). De plus, les souches antagonistes
ont egalement demontre une activite lytique sur Ie mycelium vivant de Phytophthora (Valois
et al., 1996). Par contre, il n'a pas ete formellement demontre que les glucanases produites
par les souches antagonistes avaient un role dans la reduction des symptomes du poumdie.
Dans ce projet, nous nous attarderons aux mecanismes d'antibiose des actinomycetes
antagonistes au Phytophthora. Les antibiotiques produits par les actinomycetes antagonistes
pourraient contribuer significativement a la reduction du pourridie observee lorsque les
actinomycetes sont inocules sur des plants de framboisiers mis en presence de Phytophthora
que ce soit ou non de fa^on synergique avec les glucanases. Certains travaux de recherche
viennent etayer 1'hypothese que les antibiotiques sont importants dans la lutte biologique. Par
exemple, il a ete demontre quejusqu'a 40% des actinomycetes isoles du sol peuvent inhiber
la croissance de champignons terricoles par production d'antibiotiques (Broadbent et al.,
1971). De plus, certaines souches d'actinomycete demontrent une grande efficacite a inhiber
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la croissance des oomycetes in vitro (Knauss, 1976). Des experiences en serre ont montre que
des souches d'actinomycetes protegent les plantules de laitue contre la fonte des semis causee
par Ie Pythium ultimum, un champignon de la classe des oomycetes. Une de ces souches,
Streptomyces lydicus WYEC108 a ete caracterisee. Cette souche de Streptomyces est capable
de detruire les oospores en germination et de causer des dommages a la paroi cellulaire des
hyphes du champignon par la production de metabolites extracellulaires antifongiques
(Crawford et al., 1993; Walter et Crawford, 1995). Un autre exemple est la souche
Streptomyces violaceoniger A50 qui produit dans son sumageant de culture un antibiotique
inhibant Ie Phytophthora capsici. L'antibiotique, extrait a 1'aide du butanol, diminue
signiflcativement la rouille du poivron causee par Ie Phytophthora capsici (Hwang et al.,
1994). II a aussi ete demontre que Streptomyces hygroscopicus var. geldanus, un
actinomycete produisant un antibiotique, la geldanamycine, contribue a diminuer 1'indice de
la pourriture des racines des feves de soya cause par Ie Phytophthora megasperma var. sojae
(Rothrock et Gottlieb, 1981). Un produit commercial a base d'actinomycetes est deja
disponible en Europe. Ce biofongicide contenant des cellules vivantes de Streptomyces
griseoviridis a ete baptise Mycostop. Introduit dans Ie sol, Ie microorganisme du biofongicide
secreterait des substances antibiotiques qui inhiberaient plusieurs champignons pathogenes
dont les oomycetes. Des resultats plus que satisfaisants dans des cultures en serre et aux
champs contre plusieurs agents pathogenes dont Ie Pythium sp. ont ete obtenus avec
Mycostop. En effet, la fonte des semis du poivron est diminuee de plus de 50% lorsque les
semis sont traites avec 5 g du biofongicide Mycostop par kg de semence (Lahdenpera et al.,
1991).
Le but de mon projet est d'amorcer I'etide des mecanismes d'antibiose des souches
d'actinomycetes antagonistes au Phytophthora selectionnees precedemment (Valois, 1994).
Plus specifiquement, nous verifierons Ie spectre d'inhibition des antibiotiques produits par les
13 souches d'actinomycetes antagonistes au Phytophthora. Deux des souches les plus
prometteuses dans les precedents essais sur plantes (Valois, 1994), les souches EF14 et EF76,
seront analysees pour leur capacite a diminuer 1'indice du pourridie sur des plants de
framboisiers certifies qui ont pousse en sol non sterile. Finalement, Pidentite chimique de





1.1 Souches de microorganismes et milieux de culture utilises.
Les souches bacteriennes, les souches de Phytophthora et les autres especes de champignons
utilisees dans cette etude sont enumerees au tableau 1.
Les souches de Phytophthora etaient cultivees sur Ie milieu V8A (354 ml/1 de jus V8
Campbell; 5 g/1 de CaC03; 15 g/1 d'agar Difco) (Ribeiro, 1978) pour les ensemencements de
routine. Pour la conservation a long terme des souches de Phytophthora ainsi que pour la
culture des autres souches de champignons. Ie milieu PDA de Difco etait utilise.
Les actinomycetes etaient maintenus sur milieu solide YME (4 g/1 de glucose; 4g/l d'extrait
de levure; 10 g/1 d'extrait de malt et 20 g/1 d'agar) (Pridham et al., 1956, 1957). Pour la
production de spares, les actinomycetes etaient cultives sur Ie milieu SLM3 (10 g/1 d'amidon;
5 g/1 de liqueur de mai's ; 3 g/1 de CaC03; 22 mg/1 de FeSO 4 -7H ^0 et 20 g/1 d'agar Difco)
(Dewitt, 1985).
Le milieu YGM+ liquide (4 g/1 d'extrait de levure; 5 g/1 de glucose; 0,25 g/1 de K:2HP04; 0,25
g/1 de KH2P04; 0,2 g/1 de MgS047H20; 50 mg/1 de NaCl et 9 mg/1 de FeS04 7H^O) (King et
al., 1991) etait utilise pour la production d'antibiotiques par les actinomycetes ainsi que pour
la production de 1'inoculum destine aux tests sur les plants de framboisiers certifies .
Les bacteries autres que les actinomycetes etaient cultivees sur milieu NA de Difco.
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Acinetobacter calcoaceticus var. anitratus CH2
Bacillus cereus C4
Citrobacter freundii CH64
Enterobacter aerogenes A20 (API 75_1 193)
Escherichia coli B C52 (wild type, ATCC23848)
Klebsiella oxytoca C97 (ATCC 43863)
Proteus vulgaris C88 (ATCC 13315)
Pseudomonas fluorescens C29 (ATCC 13525)
Staphylococcus aureus C 101
Streptococcus faecalis C60
Phytophthora fragariae var. rubi F3
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1.2 Inhibition de croissance de diverses especes de champignons et de bacteries par
les 13 souches d'actinomycetes antagonistes.
Chacune des 13 souches d'actinomycetes a ete testee pour sa capacite a inhiber la croissance
de tous les champignons enumeres au tableau 1 saufceux du genre Phytophthora qui avaient
ete prealablement analyses par Valois et al. (1996). Pour ce faire, les actinomycetes ont ete
inocules en un disque de 1 cm de diametre dans une boite de petri contenant Ie milieu PDA
et leur croissance s'est poursuivie pendant 48 heures a 30 C. A ce moment, les champignons
ont ete inocules a proximite des actinomycetes. Pour tous les champignons, exceptes les
levures, un implant d'agar d'un diametre de 8 mm portant une culture de champignon vieille
de 5 jours a ete depose a une distance de 1 cm de Pactinomycete. Les levures, Saccharomyces
cerevisiae et Schizosaccharomyces octosporus, ont ete inoculees dans un agar de surface.
Pour ce faire, une bouclee de chacune des levures a ete ensemencee dans du PDA a 0,7%
refroidi mais encore liquide. Le milieu inocule a alors ete verse dans les petris ou etait
ensemence 1'actinomycete. L'inhibition de croissance des champignons y compris les levures
pouvait etre verifiee par la presence d'une zone claire autour des colonies d'actinomycetes.
Les 13 souches d'actinomycetes ont aussi ete testees pour leur capacite a inhiber la croissance
des diverses especes bacteriennes enumerees au tableau 1. Ces essais ont ete effectues de la
meme fa9on que lors des tests d'inhibition de croissance des levures a 1'exception que Ie
milieu NA etait utilise au lieu du milieu PDA.
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1.3 Pouvoir (Tinhibition de croissance des surnageants de culture des actinomycetes
sur 1c Phytophthorafragariae var. rubi F3.
Les sumageants de culture des 13 souches d'actinomycete ont ete testes pour leur pouvoir
d'inhibition de croissance envers Ie Phytophthora fragariae var. rubi F3. Pour ce faire, les
13 souches d'actinomycetes croissaient dans Ie milieu de culture liquide YGM+. Apres cinq
jours de croissance, 2 ml de chacun des sumageants de cultire ont ete recoltes et sterilises avec
un flltre millipore (0,22 p-m). Les echantillons ont ensuite ete evapores a 1'aide d'un
evaporateur "Speed vac concentrator" de Savant instrument inc. (modele RH 40-12) pour
concentrer d'environ 20 fois les produits dissous. Chacun des echantillons concentres a ete
dispose sur un papier filtre Schleicher & Shuell #740-E d'un diametre de 13 mm. Ces fibres
ont ensuite ete deposes sur un petri contenant du milieu V8 a une distance de 1 cm d'un
implant d'agar provenant d'une culture sur un agar V8 de Phytophthora fragariae var. rubi
F3 vieille de 5 a 7 jours. Apres une periode de 48 heures, 1'inhibition de croissance par les
surnageants du culture des actinomycetes sur Ie Phytophthora fragariae var. rubi F3 etait
verifiee.
Pour la souche de Streptomyces sp. EF76, ce test n'a pas seulement ete effectue avec Ie
sumageant de culture vieux de 5 jours, mais il a ete fait a chaquejour pendant une periode de
8 jours.
1.4 Extraction de Fantibiotique produit par la souche de Streptomyces sp. EF76.
Le sumageant de culture de la souche de Streptomyces sp. EF76 a ete extrait avec differents
solvants pour en retirer Ie produit antibiotique inhibant la croissance de Phytophthora
fragariae var. rubi F3. La souche de Streptomyces sp. EF76 a ete incubee dans 1 litre de
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milieu YGM+ pendant une periode de 72 heures. La culture a ensuite ete passee sur filtre
Whatman #1 d' un diametre de 150 mm. Le filtrat a ete recupere et transvide dans une
ampoule a decantation de 2 litres. Selon une methode couramment utilisee en chimie
organique, trois extractions consecutives ont ete faites avec 300 ml d'hexane, un solvant peu
polaire. L'hexane des trois extractions a ete recupere, combine et evapore dans un evaporateur
Buchi Rotavapor R-l 14, pour constituer la fraction hexane. Le filtrat ayant deja subi trois
extractions avec de 1'hexane a ete soumis a trois extractions consecutives avec 300 ml de
chloroforme, un solvant plus polaire. Le chloroforme des trois extractions a ete recupere,
combine et evapore pour constituer la fraction chloroforme. Le filtrat ayant subi des
extractions a 1'hexane et au chloroforme a enfin ete extrait trois fois avec 300 ml d'acetate
d'ethyle, solvant Ie plus polaire. L'acetate d'ethyle des trois extractions a ete recupere,
combine et evapore pour constituer la fraction acetate d'ethyle. Un echantillon (20 ml) du
filtrat de depart ainsi que des echantillons (20 ml) du filtrat recupere apres chaque extraction
(hexane, chloroforme et acetate d'ethyle) ont ete evapores dans un evaporateur Buchi
Rotavapor R-l 14. Des quantites de 1 a 2 mg des produits des fractions hexane, chloroforme
et acetate d'ethyle et des produits des filtrats ont ete dissoujs dans leur solvant respectif
(hexane, chloroforme, acetate d'ethyle ou eau). Ces produits ont alors etc deposes sur des
papiers filtres Schleider & Shuell #740-E d'un diametre de 13 mm. Ensuite, chaque filtre a
ete seche et depose a 1 cm d'un implant d'agar de 8 mm de diametre ensemence avec
Phytophthorafragariae var. rubi F3 provenant d'une culture de 5 a 7 jours sur V8. Des filtres
temoins traites avec chaque solvant ont ete ajoutes au test pour verifier que 1'inhibition ne
provenait pas des solvants. L'inhibition de croissance etait verifiee apres une periode de 48
a 72 heures.
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1.5 Isolement de Fantibiotique produit par Streptomyces sp. EF76 et Streptomyces
hygroscopicus var. geldanus ATCC 55 256.
L'isolement du produit inhibant la croissance de Phytophthorajragariae var. rubi F3 dans les
sumageants de culture des souches de Streptomyces sp. EF76 et Streptomyces hygroscopicus
var. geldanus ATCC 55256 a ete fait par CCM. Pour ce faire, les souches de Streptomyces sp.
EF76 et de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 ont pousse dans 1 litre
de milieu de cultire YGM+ pendant une periode de 72 heures. Les cultures ont ete filtrees sur
un papier flltre Whatman #1 d'un diametre de 150 mm. Trois extractions consecutives avec
300 ml de chloroforme ont ete faites sur les flltrats de culture. La fraction chloroforme
obtenue a ete evaporee a 1'aide d'un evaporateur Biichi Rotavapor R-114. Les produits
extraits ont ete dissous dans du dichloromethane a une concentration de 40 mg/ml et deposes
sur des plaques de silice (Silica gel 60 F254, 20x20 cm, 0,5 mm d'epaisseur, EM Separation
Technology) a raison de 20 mg par plaque. Les produits extraits ont ainsi ete separes par
CCM dans un solvant chloroforme : methanol; 95 : 5. Apres la migration, les plaques de
silice ont ete divisees horizontalement en six parties nominees A, B, C, D, E et F. Les parties
correspondaient aux Rfsuivants : A: 0,74 a 1 ; B: 0,54 a 0,74 ; C 0,48 a 0,54 ; D: 0,27 a 0,48
; E: 0,09 a 0,27 et F: 0 a 0,09. Les produits de chacune de ces parties (A a F) ont ete elues des
plaques de silice de la fa9on suivante: la silice a ete grattee de la plaque a 1'aide d'une lame
de rasoir et ensuite les produits ont ete extraits de la silice a 1'aide d'un solvant chloroforme
: methanol (80 : 20). Le melange de silice et de solvants a ensuite ete passe sur un filtre de
verre (ASTM 10-15 M, Pyrex). Le meme precede que celui decrit a la section 1.4 a ete utilise
pour verifier si les produits provenant des parties A a F de la CCM inhibaient la croissance du
Phytophthora fragariae var. rubi F3.
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1.6 Identification de Pantibiotique produit par Streptomyces sp. EF76.
1.6.1 Spectre de masse de 1'antibiotique produit par les souche de Streptomyces sp. EF76
et de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256.
Le produit jaune de la partie C (efficace dans 1'inhibition de croissance de Phytophthora
fragariae var. rubi F3) de la chromatographie sur couche mince a ete analyse en spectroscopie
de masse a 1'aide d'un spectrometre de masse ZAB-1F de la compagnie VG Mass
Spectrometer. Quelques microgrammes de produit ont ete necessaires pour 1'obtention du
spectre de masse.
1.6.2 Spectre de resonance magnetique nucleaire de 1'antibiotique produit par les souches
de Streptomyces sp. EF76 et de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC
55256.
Le produit jaune de la partie C (efficace dans 1'inhibition de croissance de Phytophthora
fragariae var. rubi F3) de la chromatographie sur couche mince a ete analyse en resonance
magnetique nucleaire (RMN) a 1'aide d'un spectrometre Briiker AC-300 (300,13 Mhz pour
1H). Pour ce faire, 6 a 8 mg de produit purifie ont ete dissous dans un volume de 2 ml de
chloroforme deuterie et la solution a etc deposee dans un tube de verre pour RMN avant d'etre
soumis a 1'analyse.
1.7 Extraction de PADN genomique des souches de Streptomyces.
L'ADN genomique des Streptomyces a ete isole selon la procedure 3 de Hopwood et al.
(1985). L'ADN de Streptomyces scabies EF46 et de Streptomyces caviscabies EF104 a ete
gracieusement foumi par Claudia Goyer de 1'Universite de Sherbrooke.
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1.8 Hybridation entre FADN de la souche Streptomyces hygroscopicus var. geldanus
ATCC 55256 et FADN des souches de Streptomyces sp. EF76 et de Streptomyces
scabies EF46.
Pour verifier 1'identite taxonomique de la souche de Streptomyces sp. EF76, nous avons
precede a des experiences d'hybridation ADN-ADN. L'ADN genomique de chacune des
souches a comparer a ete dissous a une concentration de 400 ng/ml d'eau sterile et a ensuite
ete fragmente a 1'aide de la presse de French (pression cellulaire de 800 Ibs/pc2; American
Instrument Company). L'ADN fragmente de la souche de Streptomyces hygroscopicus var.
geldanus ATCC 55256 a ete marque au dCTP tritie en utilisant 1'ensemble T7QuickPrime Kit
de la compagnie Pharmacia Biotech selon les recommandations du fabricant. Les hybridations
ADN-ADN ont ete faites selon la methode de Stall et al. (1994) comme modifiee par Paradis
et al. (1994). L'ADN marque de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 a
ete hybride avec 1'ADN des souches de Streptomyces sp. EF76 et de Streptomyces scabies
EF46.
1.9 Digestion de FADN genomique des souches de Streptomyces sp. EF76, de
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 et de Streptomyces
caviscabies EF104.
Les patrons de digestion de 1'ADN genomique de la souche de Streptomyces sp. EF76 ont
ete compares a ceux des souches de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256
et de Streptomyces caviscabies EF 104. Les digestions des ADNs genomiques (2,5 ^ig
d'ADN/^1 d'eau) ont ete faites a 1'aide des enzymes de restriction Pvull (12 Unites) et BgHl
(6 Unites) a 37°C pour une periode de 90 minutes. Apres Ie digestion, 1'ADN a ete charge sur
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un gel d'agarose a 0,8% et soumis a 1'electrophorese. La migration s'est faite a 75 millivolts
pour une periode d'environ 2 heures. Les gels ont ete photographies sous UV apres coloration
au bromure d'ethidium (0,5 ^g/ml).
1.10 Effet des souches de Streptomyces sp. EF76 et EF14 sur Findice du pourridie des
racines de framboisier.
La capacite des souches de Streptomyces sp. EF76 et EF14 a diminuer Ie pourridie des racines
de framboisier a ete testee en terreau non sterile et artificiellement contamine avec deux
souches de Phytophthorafragariae var. rubi (F3 et 390). Pour cette experience, des plants de
framboisiers certifies de la variete Heritage ont ete utilises. Un litre du culture de milieu
YGM+ a ete ensemence avec la souche de Streptomyces sp. EF76 ou la souche EF14, puis
incube pour une periode de 72 heures afin de produire 1'inoculum des souches antagonistes.
Les racines de 15 plants de framboisiers ont alors ete trempees dans la culture de EF76 ou dans
la culture de EF 14 alors que les racines de 10 autres plants ont ete trempees dans du milieu
YGM+ non inocule. Apres Ie trempage des racines dans Ie milieu YGM+ inocule ou non
inocule, les framboisiers ont ete plantes dans du terreau et ont ete maintenus 15 jours dans une
chambre de croissance (20°C, periode d'eclairage de 16 heures) avant d'etre infectes avec
deux souches de Phytophthora. Le Phytophthora a ete introduit dans Ie sol de la fa?on
suivante : un implant d'agar d'un diametre de 10 mm portant une culture vieille de 5 jours de
Phytophthora fragariae var. rubi F3 et un implant portant la souche de Phytophthora
fragariae var. rubi 390 ont ete deposes dans 10 pots au niveau des racines de plants inoculees
avec Ie Streptomyces sp. EF76 ou Ie Streptomyces sp. EF14 et dans 10 pots de plants non
inocules. Apres 1'inoculation avec Ie Phytophthora, la temperature de la chambre de
croissance etait reduite a 15°C atm de favoriser 1'infection par les souches de Phytophthora
fragariae var. rubi. Les symptomes ont ete notes trois mois apres 1'inoculation du
Phytophthora et un indice de poumdie a ete associe a chaque plant. Une cote de 0 a 5 etait
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attribuee aux plants selon la gravite de leurs symptomes. La cote 0 representait un framboisier
parfaitement sain et la cote 5 representait un framboisier mort (Malajczuk, 1983). Le tableau
2 resume les differents traitements effectues.
Tableau 2. Traitement des plants de framboisiers certifies.
Traitement Nombre de plants
traites
Inoculation avec Streptomyces sp. EF76 5
Inoculation avec Streptomyces sp. EF14 5
Inoculation avec Streptomyces sp. EF76 et Phytophthora 10
fragariae var. rubi F3 et 390
Inoculation avec Streptomyces sp. EF 14 et Phytophthora 10
fragariae var. rubi F3 et 390
Inoculation avec Phytophthora fragariae var. rubi F3 et 390 10




2.1 Inhibition de croissance de diverses especes microbiennes par les souches
d'actinomycetes antagonistes.
2.1.1 Inhibition de croissance de bacteries par les souches d'actinomycetes antagonistes.
Les 13 souches d'actinomycetes ont etc testees pour leur pouvoir d'inhibition de croissance
envers diverses bacteries Gram positifet Gram negatif. Les resultats sont presentes au tableau
3. D'apres ces resultats, on pouvait diviser les actinomycetes en quatre groupes. Un premier
groupe comprenait les souches d'actinomycete DVD1, DVD3, EF22, EF25, EF27, EF34,
EF43 et EF97 qui n'inhibaient la croissance d'aucune des especes de bacteries testees. Un
deuxieme groupe comprenant les souches d'actinomycetes DVD4 etN106 inhibait seulement
la croissance de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus. Le troisieme groupe
comprenant la souche d'actinomycete EF14 inhibait seulement la croissance de
Staphylococcus aureus. Enfin, Ie quatrieme groupe comprenant les souches d'actinomycete
EF72 et EF76 inhlbait la croissance de toutes les bacteries Gram positiftestees. La croissance
des bacteries Gram negatifn'a ete inhibee par aucune des 13 souches d'actinomycetes.
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Tableau 3. Spectre (Tinhibition de croissance de 10 especes bacteriennes par les 13
souches d'actinomycetes antagonistes au Phytophthorafragariae var. rubi
F3.
Inhibition de croissance de
Souches Bacillus cereus Staphylococcus Streptococcus Acinetobacter calcoaceticus


















+ : inhibition de croissance.
-: aucune inhibition de croissance.
2.1.2 Inhibition de croissance d'especes de champignons par les souches d'actinomycetes
antagomstes.
Les 13 souches d'actinomycetes ont ete testees pour determiner leur spectre d'inhibition de
croissance envers differentes especes de champignons. Les souches d actinomycetes se
comportaient tres differemment les unes des autres par rapport aux especes de champignons.
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Par exemple, les souches EF14, EF72 et EF76 inhibaient la croissance de tous les
champignons testes alors que d'autres souches comme DVD3, N106 et EF25 inhibaient la
croissance de quelques especes de champignons seulement. Cependant, la croissance des trois
souches de Pythium testees a etc inhibee par les 13 souches d'actinomycete. Les resultats
detailles de cette experience sont presentes au tableau 4.
2.2 Inhibition de croissance de Phytophthora fragariae var. rubi F3 par les
surnageants de culture (Pactinomycetes antagonistes.
Les sumageants concentres et filtres provenant de cultures vieilles de cinq jours de chacune
des 13 souches d'actinomycetes ont ete testes pour leur pouvoir d'inhibition de croissance sur
Ie Phytophthora fragariae var. rubi F3. Seuls les sumageants de culture des souches de
Streptomyces sp. EF76 (figure 1A) et EF72 inhibaient la croissance du champignon. Les
sumageants de culture des souches DVD1, DVD3, DVD4, N106, EF14, EF22, EF25, EF27,
EF34, EF43, et EF97 n'inhibaient pas la croissance du Phytophthora fragariae var. rubi F3.
Pour determiner Ie moment ideal pour recuperer 1'antibiotique produit par la souche de
Streptomyces sp. EF76 dans Ie milieu liquide, Ie sumageant de culture de Streptomyces sp.
EF76 a ete teste pour son pouvoir d'inhibition de croissance sur Ie Phytophthorajragariae var.
rubi F3 sur une periode de 8 jours. Le sumageant de la souche de Streptomyces sp. EF76
causait une inhibition de croissance du Phytophthora a partir du deuxieme jour de la culture
et ce jusqu'au sixieme jour. Le maximum d'inhibition de croissance etait observe au 3e jour.
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Tableau 4. Inhibition de croissance de neuf especes de champignons par les 13
souches cTactinomycetes antagonistes au Phytophthorafragariae var. rubi
F3.
Inhibition de croissance des especes de champignons par les souches



























































+ : inhibition de croissance.
-: aucune inhibition de croissance.
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2.3 Extractions du filtrat de culture de la souche de Streptomyces sp. EF76 avec
differents solvants : effets des fractions obtenues sur la croissance de
Phytophthorafragariae var. rubi.
Differentes extractions ont ete faites sur Ie sumageant de culture de la souche de Streptomyces
sp. EF76 (voir section 1.4) pour verifier s'il etait possible d'isoler dans un autre solvant que
1'eau, 1'antibiotique produit par Streptomyces sp. EF76. De toutes les fractions obtenues,
c'etait la fraction chloroforme qui causait la plus forte inhibition de croissance de
Phytophthorajragariae var. rubi F3 (figure 1B). Cependant, d'autres fractions causaient aussi
une inhibition de croissance, mais ces inhibitions etaient mains fortes comparees a celle que
causait la fraction chloroforme. En effet, Ie filtrat de depart causait une inhibition de
croissance moyenne qui etait a peu pres egale a celle provoquee par Ie flltrat de culture ayant
subi une extraction a 1'hexane. La fraction hexane, la fraction acetate d'ethyle et Ie filtrat
ayant subi des extractions au chloroforme causaient une faible inhibition de croissance du
Phytophthora fragariae var. rubi F3. Pour ce qui est du filtrat ayant subi les extractions a
1'hexane, au chloroforme et a 1'acetate d'ethyle, il ne causait plus aucune inhibition de
croissance de Phytophthorafragariae var. rubi F3 (tableau 5).
2.4 Inhibition de croissance de Phytophthorafragariae var. rubi F3 par les produits
de la fraction chloroforme separes par CCM.
Les produits provenant de la fraction chloroforme des filtrats de culture des souches de
Streptomyces sp. EF76 et Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 (voir
section 1.5) ont ete separes sur CCM. Seuls les produits dont Ie Rfse situait entre 0,48 et 0,54
(partie C) inhibaient la croissance de Phytophthora fragariae var. rubi F3 (tableau 6). Dans
cette partie C, un seul produit etait visible et ce produit avait une couleurjaune. Ce produit
s'est revele| chimiquement pur et a ete caracterise par RMN et spectre de masse.
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Tableau 5. Inhibition de croissance de Phytophthora fragariae var. rubi F3 par les
differentes fractions obtenues a partir des filtrats de culture dc la souche
de Streptomyces sp. EF76.
Fraction testee Inhibition de croissance de Phytophthora
fragariae var. rubi F3
Filtrat de culture avant extraction
Fraction hexane
Filtrat de culture extrait a Fhexane
Fraction chloroforme
Filtrat de culture extrait a 1'hexane et au
chloroforme
Fraction acetate d'ethyle
Filtrat de culture extrait a 1'hexane, au







Tres forte inhibition de croissance
++ : Moyenne inhibition de croissance
+ : Faible inhibition de croissance
Aucune inhibition de croissance
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Inhibition dc croissancc
dc Phyloplil flora inc^d^pei'HHi I-'3
Fraction chloroforme
(B)
Figure 1 Inhibition de croissance du Phytophthora (A) par Ie sumageant de culture filtre
et sterilise de la souche de Streptomyces sp. EF76 (B) par la fraction
chlorofomie des extractions du sumageant de culture de la souche EF76.
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Tableau 6. Inhibition de croissance de Phytophthorafragariae var. rubi F3 par les six
parties de la fraction chloroforme separees par CCM.
Partie de la CCM Rf Inhibition du Phytophthora fragariae var. rubi
A 0,74 a 1
B 0,54 a 0,74
C 0,48 a 0,54 +
D 0,27 a 0,48
E 0,09 a 0,27
F 0 a 0,09
+ : inhibition de croissance.
aucune inhibition de croissance.
2.5 Spectre de masse et de resonance magnetique nucleaire de Fantibiotique purifie
des souches de Streptomyces sp. EF76 et Streptomyces hygroscopicus var. geldanus
ATCC 55256.
Des spectres de masse et de resonance magnetique nucleaire ]H ont ete effectues sur Ie produit
jaune provenant des filtrats de culture des souches de Streptomyces sp. EF76 et Streptomyces
hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 et qui a ete isole par CCM (voir section 2.4). Les
spectres de masse ainsi que les spectres de resonance magnetique nucleaire }H etaient
identiques pour Ie produitjaune des souches EF76 et ATCC 55256. On retrouve les spectres
de masse et les spectres de resonance magnetique nucleaire proton aux annexes 1 et 2,
respectivement.
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Les resultats obtenus par spectre de masse ont permis d'associer la formule moleculaire
C2gH39NOg au produit jaune. Cette formule moleculaire a ete comparee a celle des autres
composes de la banque de structures STM. Vingt-trois composes ayant la meme formule
moleculaire y ont ete trouves. De ces 23 composes, plusieurs etaient synthetises en laboratoire
et n'etaient pas des produits naturels. D'autres composes ne correspondaient aucunement aux
caracteristiques du produit isole. Enfin, il ne restait que trois choix possibles et de ces choix,
un seul produit etait synthetise par un actinomycete et il etait derive de la geldanamycine. La
structure chimique de la geldanamycine ainsi que celle de son derive sont presentees a
1'annexe 3.
Le produit authentique, la geldanamycine, est deja decrit dans la litterature et a montre un
spectre de resonnance magnetique nucleaire identique au produit jaune qui a ete isole
(Braodbent et al., 1971). Ces resultats permettent de conclure a 1'identite des deux produits
et n'obligent pas a redecrire en details les donnees spectroscopiques dans Ie cadre de ce travail.
La difference entre les spectres de ces deux produits est due a une trace de solvant ou
d'humidite.
2.6 Comparaisons phenotypiques et genetiques entre la souche Sirepiomyces
hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 et la souche de Streptomyces sp. EF76.
La geldanamycine est naturellement synthetisee par Streptomyces hygroscopicus var. geldanus
(DeBoer et al., 1970). Des comparaisons phenotypiques et genetiques ont done ete faites entre
les souches de Streptomyces sp. EF76 et de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC
55256 afin de determiner si elles appartenaient a la meme espece.
La description phenotypique de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus faite par DeBoer
et Dietz (1976), correspondait tres bien aux caracteristiques phenotypiques de la souche EF76.
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Le mycelium aerien est blanc, Ie mycelium vegetatifestjaune a bmn et les spares sont grises.
De plus, les spares deviennent noires lorsqu'elles ont atteint la maturite (figure 2).
Figure 2 : Culture de (A) Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 et (B)
Streptomyces sp. EF76 sur milieu YME apres 10 jours de croissance. Notez
que ces cultures sont recouvertes de spares noires.
Des hybridations ADN-ADN ont ete faites entre les genomes de la souche Streptomyces
hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256, de la souche de Streptomyces sp.EF76 et de la
souche Streptomyces scabies EF46. Le niveau d'homologie entre les genomes de
Streptomyces sp. EF76 et de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 etait
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de 99,9% alors qu'il n'etait que de 17,5% entre les genomes de Streptomyces scabies EF46
et de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256.
En plus de determiner Ie niveau d'homologie entre les genomes des souches EF76 et ATCC
55256, les patrons de digestion de 1'ADN genomique de ces souches ont ete compares (voir
section 1.9). Pour les souches EF76 et ATCC 55256, les patrons de digestion etaient tres
semblables, tandis que ceux de la souche de Streptomyces caviscabies EF 104 differaient
considerablement de ceux des deux autres souches. Les resultats sont presentes a la figure 3.
2.7 Effet des souches de Streptomyces sp. EF76 et EF14 sur Findice du pourridie des
racines de framboisier.
Deux souches de Streptomyces spp., EF76 et EF14, ont ete testees pour leur capacite a reduire
les effets nefastes causes par Phytophthora fragariae var. rubi sur des plants de framboisiers
certifies. Nous avons demontre que 1'indice du pourridie etait significativement reduit lorsque
les plants de framboisiers etaient inocules avec 1'une ou 1'autre de ces deux souches. L'indice
du pourridie qui etait de 3,22 lorsque les plants etaient inocules seulement avec Ie
Phytophthorafragariae var. rubi passait a 1,22 lorsque les plants infectes etaient proteges par
la souche de Streptomyces sp. EF76 et a 0,78 lorsqu'ils 1'etaient par la souche de Streptomyces
sp. EF14. L'effet des souches EF76 et EF14 sur la croissance et la sante des plants de
framboisiers a aussi ete verifie en 1'absence de Phytophthora. Aucune difference significative
n'a ete notee quant a 1'apparence des plants de framboisiers inocules avec les souches de
Streptomyces spp. EF76 et EF14 comparativement aux plants non inocules. Les resultats sont
illustres a la figure 4.
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Figure 3: Patron de digestion de 1'ADN genomique des souches de Streptomyces sp.
EF76, Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 et
Streptomyces caviscabies EF 104.
Puits 1 et 8: Marqueur de poids moleculaire (echelle 1 kb)
Puits 2: ADN de Streptomyces sp. EF76 digere avec Pvull
Puits 3: ADN de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55356 digere avec Pvull
Puits 4: ADN de Streptomyces cavis cables EF 104 digere avec Pvull
Puits 5: ADN de Streptomyces sp. EF76 digere avec Pvult et BgHl
Puits 6: ADN de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55356 digere avec PvuR
eiBgHl




















Figure 4: Indice du pourridie des racines du framboisier a la suite de divers traitements.
Inoculation avec Phytophthorafragariae var. rubi F3 et 390
Inoculation avec Phytophthorajragariae var. rubi F3 et 390 et Streptomyces sp. EF76
Inoculation avec Phytophthorafragariae var. rubi F3 et 390 et Streptomyces sp. EF14
Sans inoculation
Inoculation avec Streptomyces sp. EF76
Inoculation avec Streptomyces sp. EF14





Les 13 souches d'actinomycete etudiees dans ce travail avaient ete selectionnees pour leur
capacite a lyser Ie mycelium de Phytophthora et pour leur capacite a inhiber la croissance du
Phytophthora par Valois (1994). Dans notre groupe de recherche, on se penche actuellement
sur 1'etude de la production de glucanases par les souches d'actinomycetes antagonistes. Le
cote enzymologie n'etant pas Ie seul critere sur lequel les souches d'actinomycetes avaient ete
selectionnees, on se devait d'etudier Ie deuxieme facteur entrant dans Ie phenomene
d'antagonisme : 1'antibiose.
Des tests d'inhibition de croissance ont ete faits sur une gamme de microorganismes varies:
champignons, bacteries Gram positif et bacteries Gram negatif. Aucune des souches
d'actinomycete n'inhibait la croissance des bacteries Gram negatif. II est reconnu que les
bacteries Gram negatifsont souvent moins sensibles aux antibiotiques que les bacteries Gram
positifpuisque laparoi des bacteries Gram negatifest beaucoup moins permeable a cause de
la presence d'une membrane exteme. Les antibiotiques ne peuvent done pas atteindre aussi
facilement Ie cytoplasme bacterien, et ainsi sont souvent moins ef&caces (Pelczar et al., 1986).
Par contre, les 13 souches d'actinomycete inhibaient la croissance de toutes les souches
d'oomycetes testees: Pythium (ce travail) et Phytophthora (Valois et al., 1996). Cela pourrait
s'expliquer par Ie fait que ces souches d'actinomycetes fabriquent toutes un antibiotique
efficace contre les oomycetes. Toutefois, il est impossible de conclure que c'est Ie meme
antibiotique qui est produit par les 13 souches d'actinomycete.
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Valois (1994) avait demontre que la majorite des souches d'actinomycete antagonistes etaient
efficaces pour lutter centre Ie pourridie des racines du framboisier en conditions controlees.
Si 1'antibiose est un phenomene important dans la lutte biologique, on pourrait s'attendre a ce
que les actinomycetes antagonistes soient aussi efficaces centre d'autres maladies causees par
des oomycetes, telles la stele rouge du fraisier causee par Ie Phytophthora fragariae var.
fragariae ou la fonte des semis de la laitue causee par Ie Pythium ultimum, car les
antibiotiques produits par les actinomycetes ne sont pas specifiques a Phytophthorafragariae
var. rubi, mais agissaient contre tous les oomycetes testees. Si toutefois, 1'action des
glucanases etait Ie phenomene Ie plus important, nos souches devraient egalement etre
efficaces contre d'autres maladies causees par les oomycetes, car les glucanases produites par
les actinomycetes ne sont pas specifiques a Phytophthora fragariae var. rubi mais agissent
sur les oomycetes en general (Barasubiye et Beaulieu1). La synergie des deux mecanismes
(antiobiose et glucanases) est aussi possible d'autant plus qu'il a ete demontre que 1'action
combine de deux mecanismes peut ameliorer les rendements dans la lutte biologique centre
un agent pathogene. En effet, 1'utilisation simultanee de Micromonospora carbonaceae qui
produit des cellulases detmisant la paroi fongique du Phytophthora, et de Streptomyces
violascens qui produit un antibiotique inhibant la croissance du meme champignon, serait plus
efficace dans la lutte centre la pourriture des racines de Banksia grandis causee par Ie
Phytophthora cinnamomi, que de 1'utilisation separee des deux agents antagonistes (El-
Tarabilyetal.,1996).
Certaines de nos souches antagonistes s'averaient tres efflcaces a inhiber la croissance de
differents types de microorganismes. Par exemple, les souches EF72 et EF76 ont inhibe la
croissance de toutes les especes de champignons testees ainsi que de toutes les bacteries Gram
positif. Les souches a large spectre d'inhibition fabriquent soit un antibiotique a tres large
communication personnelle, janvier 1996
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spectre d'inhibition ou fabriquent plus d'un antibiotique. Dans Ie cas de EF76 qui produit la
geldanamycine, c'est vmisemblablement la premiere possibilite qui s'avere juste.
En effet, la geldanamycine a un spectre d'action tres etendue. Elle est reconnue comme
inhibant la croissance des bacteries Gram positifet Gram negatif (DeBoer et aL, 1970), des
champignons tels que Ie Rhizoctonia solani (Rothrock et Gottlieb, 1984), Alternaria, Pythium,
Botrytis et Penicillium et des protozoaires comme Crithidia fasiculata et Tetrahymena
pyriformis (DeBoer et aL, 1970). La souche EF76 inhibait la croissance de toutes les especes
de bacteries Gram positifet de toutes les especes de champignons testes, mais aucunement la
croissance des bacteries Gram negatif. Ceci etait surprenant puisque EF76 produit de la
geldanamycine et que DeBoer et al. (1970) ont demontre que la geldanamycine agissait sur
les bacteries Gram negatif. II est toutefois possible que EF76 ne produit pas suffisamment
d'antibiotique pour pouvoir inhiber les bacteries Gram negatifet qu'il faudrait de plus grandes
quantites d'antibiotique pour inhiber leur croissance. Ceci est vraisemblable puisque DeBoer
et al. (1970) ont demontre qu'il fallait une concentration plus elevee de geldanamycine pour
inhiber la croissance de bacteries Gram negatifque celle necessaire pour inhiber la croissance
des bacteries Gram positif. En effet, 50 p.g/ml de geldanamycine sont necessaires pour inhiber
la croissance de bacterie Gram negatif tandis que seulement 12,5 ng/ml de geldanamycine
suffisent a inhiber la croissance de bacteries Gram positif.
Les souches a large spectre d'inhibition pourraient done etre etudiees quant a leur capacite a
etre utilisees en lutte biologique contre des agents pathogenes autres que les oomycetes. Les
chances de succes sont bonnes, puisque deja une espece de Streptomyces a large spectre
d'inhibition est utilisee commercialement pour lutter contre diverses maladies vegetales. Le
biofongicide Mycostop consistant en une souche de Streptomyces griseoviridis est utilise
centre divers agents pathogenes tels Ie Fusarium oxysporum, V Alternaria brassicicola, Ie
Pythium sp.. Ie Rhizoctonia solani et Ie Verticillium sp. (Lahdenpera et al., 1991).
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Lors des tests pour retrouver une activite antibiotique dans les sumageants de culture des
actinomycetes antagonistes, les sumageants de deux souches seulement, EF72 et EF76,
demontraient une capacite a inhiber la croissance de Phytophthora et ce, meme si les 13
souches d'actinomycetes avaient ete selectionnees pour leur production de composes inhibant
la croissance de Phytophthora. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer qu'aucune activite
antibiotique n'a ete retrouvee dans certains sumageants. Ceci peut etre du au fait que
1'antibiotique produit par ces souches est instable. Le fait de recuperer 1'antibiotique du
sumageant de culture et de Ie concentrer par evaporation peut Ie degrader suffisamment pour
qu'il perde son activite. L'antibiotique peut aussi n'etre produit qu'en tres faibles quantites
et son activite n'est alors pas detectable dans les conditions que nous avons utilisees. Aussi,
la presence d'antibiotiques n'a ete testee qu'apres cinq jours de croissance, il se peut que
1'antibiotique soit present avant ou apres cette periode, mais pas a ce temps precis. Chez
certains streptomycetes, la production d'antibiotique diminue suffisamment apres 5 jours pour
que leur presence devienne difficile a detecter. De plus, d'autres facteurs dont la concentration
d'oxy gene dans Ie milieu et Ie milieu utilise influencent la production d'antibiotique (Chen
et Wilde, 1991).
La souche de Streptomyces sp. EF76 a fait 1'objet d'une etude plus approfondie sur Fidentite
de 1'antibiotique qu'elle produisait parce que son spectre d'inhibition de croissance etait large,
que sa production d'antibiotique en milieu liquide etait bonne et que son efficacite a reduire
Ie pourridie sur framboisier etait excellente (Valois et al., 1996). Des spectres de masse
realises sur 1'antibiotique purifie laissait croire qu'il s'agissait d'un derive de la
geldanamycine. La geldanamycine a la formule moleculaire C29H4oN209, qui etait represente
en faible quantite sur Ie spectre de masse, correspondant au pic 560 du spectre de masse, tandis
que Ie pic observe a 517 sur Ie spectre de masse correspond a la formule moleculaire
C2gH39NOg, qui etait represente en grande quantite sur Ie spectre de masse. Ce produit derive
de la geldanamycine aurait subit la perte du radical HCON (annexe 3). L'expulsion du radical
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HCON peut s'expliquer par Ie fait que pour prendre un spectre de masse, il faut chauffer la
molecule suffisamment pour la vaporiser et ainsi, les parties les plus fragiles ou instables de
la molecule peuvent se detacher. Cette hypothese est fort plausible puisque Ie meme
phenomene a ete observe par DeBoer et al. (1970) pour cette meme molecule. Par contre, les
spectres de resonance magnetique nucleaire viennent confirmer que Ie produit fabrique par la
souche EF76 est bien la geldanamycine, puisque la presence du groupement HCON peut y etre
observe. De plus, comme il avait ete determine que la souche ATCC 55256 produisait une
produit jaune qui etait la geldanamycine et puisque les spectres de masse et de resonance
magnetique des produits fabriques par les souches EF76 et ATCC 55256 etaient pratiquement
identiques, ceci vient confirmer que nous sommes bien en presence de la geldanamycine.
La geldanamycine a ete rapportee comme etant produite par Streptomyces hygroscopicus var.
geldanus pour la premiere fois en 1970 par DeBoer et al.. Ainsi, la souche d'actinomycetes
EF76 pourrait egalement appartenir a 1'espece Streptomyces hygroscopicus var. geldanus. II
est parfois possible d'identifier une espece bacterienne en caracterisant 1'antibiotique qu'elle
produit. Par exemple, Antoun et al. (1980), qui avaient isole des actinomycetes pouvant
inhiber la croissance de Fusarium oxysporum et des bacteries Gram positif, sont parvenus a
identifier Pantibiotique produit par les actinomycetes comme etant 1'endomycine. Get
antibiotique avait ete rapporte comme etant produit par Streptomyces antinycoticus. Ce n'est
qu'apres avoir identifie 1'antibiotique qu'ils ont identifie les souches productrices comme etant
Streptomyces antinycoticus.
Nous avons precede exactement comme Antoun et al. (1980) pour identifier EF76. Apres
avoir demontre que la souche EF76 produisait Ie meme antibiotique que la sous-espece
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus, nous avons compare EF76 a une souche de cette
espece (ATCC 55256). Les tests effectues pour confirmer que la souche EF76 appartenait
bien a Fespece Streptomyces hygroscopicus var. geldanus etaient une comparaison de
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certaines proprietes morphologiques, 1'hybridation ADN-ADN entre les genomes de la souche
EF76 et 1'ADN de la souche de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 ainsi
que la comparaison des patrons de digestion de 1'ADN genomique de ces memes deux
souches. L'apparence des colonies des souches EF76 et ATCC 55256 etait tres semblable.
De plus. Ie niveau d'homologie entre la souche EF76 et ATCC 55256 laisse croire que ces
deux souches appartiennent a la meme espece, car Ie niveau d'homologie genomique se trouve
a 99,9%, alors que la souche Streptomyces scabies EF46, servant de temoin negatif, montrait
un niveau d'homologie genetique de seulement 17,5% avec la souche ATCC 55256. On
considere que deux organismes doivent avoir une homologie genetique d'au moins de 70%
pour etre classes dans la meme espece (Scheifer et Stackebrandt, 1981). De plus, les patrons
de digestion de 1'ADN genomique des souches EF76 et ATCC 55256 etaient aussi tres
semblables (figure 3) et differeraient de ceux de la souche Streptomyces caviscabies EF 104,
servant de temoin negatif. Des souches appartenant a la meme espece ont souvent des patrons
de digestion semblables (Stall et al., 1994). La souche EF76 a done ete identifiee comme
Streptomyces hygroscopicus var. geldanus par ses caracteristiques morphologiques, Ie niveau
d'homologie genetique avec la souche ATCC 55256, la similitude des patrons de digestion de
1'ADN genomique des souches EF76 et ATCC 55256 ainsi que par la caracterisation de
1'antibiotique qu'elle produit.
En plus de son activite anti-microbienne, la geldanamycine a aussi ete etudiee pour ses
proprietes d'herbicide. Des quantites de 1 a 2 ppm de geldanamycine inhibent de 50% la
croissance de radicelles de cresson et 5 ppm du produit detruisent completement les radicelles.
Les symptomes associes a la toxicite de la geldanamycine sont Ie brunissement et la
desintegration des radicelles (Heisey et Putnam, 1986). Par centre, 1'application de la
geldanamycine en post-emergence n'a pas d'effet negatif significatif sur la plante. G'est
d'ailleurs ce que nous avons remarque lors des essais sur framboisier. De plus, une autre etude
de lutte biologique a ete faite avec une souche produisant de la geldanamycine. L'introduction
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de Streptomyces hygroscopicus var. geldanus dans Ie sol de plants de feve de soya contribuait
a reduire significativement les symptomes causes par Phytophthora megasperma var. sojae
et Rhizoctonia solani. (Rothrock et Gottlieb, 1981).
La geldanamycine est aussi toxique sur les cellules animales. Une quantite de 50 ^g est
toxique pour la souris. Le mode d'action de la geldanamycine consisterait en 1'inhibition de
1'ARN polymerase dans les cellules, ce qui expliquerait pourquoi son spectre d'inhibition est
aussi large et atteint aussi bien des cellules microbiennes, animales que vegetales (Roza et aL,
1986). En raison de la toxicite de la geldanamycine, il serait toutefois essentiel d'effectuer des
analyses de residus dans les fmits avant d'utiliser la souche EF76 commercialement comme
produit de lutte biologique.
Dans notre laboratoire, des etudes avaient deja ete menees sur 1'effet des souches
d'actinomycetes sur 1'indice du pourridie inplanta (Valois, 1994). La plupart des souches
antagonistes avaient significativement reduit 1'indice du pourridie. Ces essais avaient par
contre ete faits dans un sol sterile et ne verifiaient done pas si la microflore du sol pouvait
interferer dans la capacite des actinomycetes a inhiber Ie Phytophthora. Une etude a done ete
faite en terreau non sterile avec les souches d'actinomycetes EF14 et EF76. Les resultats ont
demontre que les souches d'actinomycetes EF14 et EF76 reduisaient significativement 1'indice
du pourridie. Cela suggere que ces souches d'actinomycetes peuvent competitionner avec
d'autres microorganismes que Ie Phytophthora. II reste maintenant a determiner 1'efficacite
de ces souches aux champs dans Ie but de les utiliser comme agent de lutte biologique.
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CONCLUSION
Treize souches d'actinomycetes avaient ete selectionnees pour leur production d'enzymes
lytiques et d'antibiotiques pouvant inhiber la croissance du Phytophthora (Valois, 1994). De
ces souches, EF76 a ete particulierement etudiee pour sa production d'antibiotique.
L'antibiotique produit par EF76 est la geldanamycine. Ce produit a une efficacite certaine
dans 1'inhibition du Phytophthora in vitro, mais est aussi efficace contre d'autres especes de
champignons et de bacteries Gram positif. De plus, il a ete demontre que la souche EF76,
mais egalement la souche EF14, avaient la capacite de reduire 1'indice du pourridie des racines
du framboisier. Ces souches se sont en effet averees efficaces a reduire la maladie meme en
presence d'une microflore indigene. De plus, les deux souches ne causent pas de dommages
a la plante, 1'apparence des plants inocules avec les actinomycetes ne differe pas des plants
temoins. Toutefois, les essais sur plantes ont ete effectuees dans des conditions controlees.
Un point crucial a verifier est I'efficacite des souches d'actinomycetes a lutter contre Ie
Phytophthorafragariae var. rubi au champ. De plus, en raison de la vaste gamme d'inhibition
de certaines souches, il serait interessant d'etudier leur efficacite a reprimer des maladies
autres que Ie pourridie des racines du framboisier.
II reste beaucoup de travail a faire pour determiner Ie role des antibiotiques dans Ie pouvoir
antagoniste des souches cTactinomycetes inplanta. Entre autres, une mutagenese des genes
de synthese de la geldanamycine et des glucanases pourrait permettre de determiner Ie role des
enzymes et des antibiotiques produits par les actinomycetes dans la lutte biologique.
Ce travail a permis une meilleure connaissance du phenomene de 1'antibiose des souches
d'actinomycetes en general, mais particulierement de la souche EF76. Ces donnees sont
essentielles dans 1'eventualite d'une commercialisation de ces souches comme outil de lutte
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biologique. De fait. Ie mecanisme d'action d'un biofongicide doit etre connu pour qu'il puisse
etre homologue. On peut etre optimiste quant a 1'avenir commercial des souches antagonistes
puisque deja un produit a base de Streptomyces griseoviridis est disponible en Europe. Le
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annexe 1B: Spectre de masse de la geldanamycine produite par la souche de Streptomyces




annexe 2 : Comparaison des spectres de resomiance magnetique nucleaire de (A)
1'antibiotique produit par la souche de Streptomyces sp. EF76 et (B) la










annexe 3 : (A) molecule detectee par Ie spectre de masse a 517 m/e et (B) Structure reelle
de la geldanamycine (563 m/e sur Ie spectre de masse).
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